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哮喘模型大鼠肺组织一氧化氮合酶的分布
肖彭年 , 莫榴琴 , 高丰光
(徐州医学院 微生物教研室 , 徐州 221002)
摘要 :研究一氧化氮 (NO)在哮喘大鼠肺组织中的作用。采用组化法观察一氧化氮合酶 (NOS)在大鼠哮喘模型肺组
织中的分布 ,应用免疫组化法观察大鼠哮喘模型气道 mIL22R + 细胞变化。结果显示 ,哮喘大鼠肺 NADPH 染色呈强
阳性 ,并波及肺泡膈。肺组织中 NOS 含量明显高于对照组 [ 哮喘组 (37144 ±0177) pmol/ mg ,对照组 (8173 ±0179)
pmol/ mg] ,气道炎性细胞增多 ,特别是 mIL22R + 细胞[哮喘组 mIL22R+ 细胞为 (2318 ±719) 个 ,对照组为 0 个 ] ,而 NOS
抑制剂 DMA 组气道炎性细胞少 ,NADPH呈阴性。提示 NO 是哮喘大鼠的炎性效应分子。
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NADPH、NBT、DMA、OVA 为 Sigma 产品 ,L2arg 为
北京化学试剂公司产品 ,百日咳疫苗为上海生物制
品研究所提供 ,NO 和 NOS 试剂盒、小鼠抗大鼠 mIL2
2R 单克隆抗体均由北京邦定泰克生物技术有限公
司提供 , IL26 和 TNFα试剂盒由第四军医大学免疫室
提供。
112 　动物模型的建立和分组
SD 大鼠 52 只由本院动物饲养中心提供 ,体重
(250 ±30) g ,随机分成四组。哮喘组 ,根据苗会法[1 ]
加以改进。腹腔注入 OVA 1mg ,百日咳杆菌疫苗 5
×109 个 ,AL (OH) 3 100mg 致敏 ,2 周后用 1125 %OVA
超声雾化吸入 ,每日两次 ,每次发敏 20min ,共 10 天。
DMA 组和L2arg 组致敏同哮喘组 ,但在每次发敏前
30min ,腹腔各注入 DMA 014mg/ kg、L2arg 300mg/ kg。
对照组用生理盐水替代。
113 　方法
在末次发敏后 20min ,腹腔注入 1 %戊巴比妥钠
30mg/ kg ,眼球后采血 ,待查血清中 NO、IL26、TNFα
量。并开胸取肺 ,结扎切下左下肺叶 ,取该肺组织
100mg 剪碎 ,加 40mmol/ L 4 ℃pH712 磷酸钾缓冲液
019mL 制备匀浆 ,经高速离心机 10 000 r/ min 离心
5min ,取上清 50μL ,再根据试剂盒说明书分别测定
NO、NOS 含量。余肺用 4 %多聚甲醛液灌注 (压力
1196kPa)至肺展平 ,再投入 4 %多聚甲醛液固定 2h。
左上肺叶作石蜡切片 ,HE染色。余下右肺切成 8mm
×8mm ×4mm 方块 ,经蔗糖处理后在 - 20 ℃恒冷切
片机上制成 8μm 切片 ,作 NADPH 组化法和抗生物
素生物素免疫组化染色。前者应用新配制的
NADPH 染液 (每毫升 Tris2HCl 缓冲液含 NADPH
1125mg ,NBT 0125mg)滴加于切片上 ,37 ℃孵育 25min
钟 ,冲洗、封片、镜检 ;后者用 ABC 法[2 ]对冰冻切片
进行 mIL22R 染色 ,最后在 ×400 光镜下观察细支气
管粘膜下的 mIL22R + 细胞 ,计算每个视野的细胞数。
114 　统计学处理
实验数据用均数 ±标准差 ( x—±s) 表示 ,组间比
较用 t 检验。
2 　结果
各组大鼠血清中 NO 无明显改变 ,而肺组织中
NO/ NO 及 NOS 水平 ,哮喘组和 L2arg 组明显高于对
照组 (表 1) 。
7452001121 (6) 基础医学与临床 　　Basic Medical Sciences and Clinics
© 1994-2009 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net
表 1 　各组大鼠2肺组织 NO -2 / NO
-
3 、NOS水平
Table 1 　Levels of NO -2 / NO
-
3 、NOS in the rat lung tissues
　　　　( x—±s ,n = 8)
Groups
NO -2 / NO
-
3
Serum(μmol/ L) Lung tissue (nmol/ mg)
Lung NOS
(pmol/ mg)
Control 23175 ±1167 01253 ±01014 　 8173 ±0179
Asthma group 25100 ±1185 11110 ±01160 3 　37144 ±0177 3
DMA group 22125 ±2149 01232 ±01009 　 8114 ±0163
L2arg group 26125 ±1167 11861 ±01140 3 　42147 ±0171 3
　3 P < 0101 vs control
哮喘组和 L2arg 组大鼠血清中 IL26 、TNFα水平
高于正常对照组 ,特异性 NOS 抑制剂 DMA 能减少
NO 产量 (表 2) 。
表 2 　各组大鼠血清中 IL6、TNFα水平
Table 2 　Levels of IL26、TNFα in the rat sera( x—±s ,n = 8)
Groups IL26 (ng/ L) TNFα(ng/ L)
Control 　　9188 ±3160 55125 ±32141
Asthma group 　207175 ±35107 3 　358175 ±70174 3
DMA group 55188 ±7173 61175 ±30188
L2arg group 　290150 ±52155 3 　392150 ±61112 3






胞、嗜酸性粒细胞等炎性细胞 (图 1) 。哮喘大鼠细
支气管粘膜下 mIL22R + 细胞较对照组明显增多 ,而
DMA 组肺细支气管粘膜下 mIL22R+ 细胞数较哮喘
组明显减少 ,局部炎性细胞数及中性粒细胞、淋巴细
胞等亦明显减少 (表 3 ,图 2) 。
表 3 　各组大鼠粘膜下 mIL22R+ 细胞数
Table 3 　Numbers of mIL22R positive lymphocyte
　　　　 in the rats submucose ( x—±s ,n = 5)
　　Groups mIL22R + (cell/ HP) 　　　　
Control 　　0
Asthma group 2318 ±719
DMA group 711 ±216
L2arg group 2515 ±813
图 1 　哮喘大鼠肺组织切片
Fig 1 　Many infiammatroy cells were seen round
　　　respiratroy bronchiole of asthmatic rats ,
　　　alveolus septum was swelled remarkably
　　　( HE, ×250)
图 2 　哮喘大鼠小支气管粘膜
Fig 2 　The numbers of mIL22R positive lymphocytes
　　　 were significantly increased in a bronchial
　　　 submucosea of asthmatic rats ( immunohisto2
　　　chemical method , ×450)
　　哮喘大鼠肺组织经 NADPH 组化法显示细支气
管平滑肌和上皮细胞及肺小血管平滑肌和内皮细胞
呈蓝黑色、L2arg 组尤甚 ,而对照组着色较浅 ,DMA 组
呈色反应明显减弱 (表 4 ,图 3 ,4) 。
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表 4 　各组大鼠肺 NADPH组化染色结果
Table 4 　Results of NADPH histochemical method










Control + + +
Asthma group + + + + + + + + +
DMA group ± ± ±
L2arg group + + + + + + + + +
　+ + + dark blue ; + + blue ; + light blue ; ±no color
图 3 　哮喘大鼠细支气管切片 , NADPH组化染色
Fig 3 　Bronchial epithelial cells of asthmatic rats
　　　 were the best positive by NADPH histochemical
　　　method ( histochemical method , ×1000)
图 4 　哮喘大鼠肺组织切片 , NADPH组化染色
Fig 4 　Alveolus septum of asthmatic rat were the best
　　　psitive by NADPH histochemical method ( histo2
　　　chemical method , ×1000)
3 　讨论
由于 NO 极不稳定 ,可迅速与血红蛋白中的血
红素结合而失去活性 ,所以各组大鼠血清中 NO 含
量无变化 ,而哮喘组肺组织中 NO 明显高于对照组 ,
提示 NO 作用有局部性[3 ] 。另外在采用 NOS 特异性
抑制剂 DMA 后 ,降低了肺组织中 NO 含量 ;若增加
NOS 底物L2arg ,又可增加 NO 产量 ,这就说明哮喘大
鼠肺组织中 NO 增多是由于内源性 NO 含量过高引
起的。NO 不能作为循环介质起作用 ,而是从它形成
的局部直接弥散到邻近的组织细胞中发挥作用。







内 NOS 含量更高 ,使该处细胞呈强阳性反应。从彩
色照片中首次发现 ,肺泡膈呈蓝黑色 ,表明哮喘大鼠
的肺泡膈亦有 NOS 存在 ,肺泡膈也能产生 NO。我
们从病理切片中看到 ,哮喘大鼠的肺泡膈高度肿胀 ,
组织界限欠清晰 ,这可能是局部产生大量的 NO 后 ,
引起了肺泡膈内血管扩张 ,毛细血管网充血 ,加重了
血浆渗出所致[5 ] 。另外 ,过量 NO 可灭活多种细胞
生物氧化酶 ,抑制细胞产能和干扰 DNA 合成[6 ] 。
本实验发现哮喘大鼠气道内 mIL22R + 细胞明显
增多 , L2arg 组更甚 ,组织损伤也较为剧烈 ;而 DMA
组 mIL22R +细胞则明显减少 ,提示哮喘大鼠淋巴细
胞处于激活状态。由于巨噬细胞有特殊生物学性
质 :一方面可摄取和处理抗原 ,向 mIL22R + 细胞呈递
抗原信息 ,产生 IL21、IL26、TNFα等多种细胞因子 ,启
动免疫应答 ,引起炎症反应 ;另一方面又能产生 NO ,
促进 IL21、IL26 、TNFα等细胞因子的分泌 ,从而诱导
产生更多的 NO ,发挥炎症介质作用。实验结果表
明 ,NO 是哮喘大鼠淋巴细胞激活的主要细胞因子 ,
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Distribution of nitric oxide synthase in the rat asthma model lung tissues
XIAO Peng2nian , MO Liu2qin , GAO Feng2guang
(Department of Microbiology , Xuzhou Medical College , Xuzhou Jiangsu 221002 , China)
Abstract : To investigate the role of nireic oxide (NO) in bronchial asthma , histochemical and immunohistochemical
methods were used to find the distribution of nitric oxide synthase (NOS) in the rat asthma model and the changes of
membrane interleukin22 receptor positive lymphocytes. NADPH was found to be a histochemical marker which reflecting
NOS activity. Meanwhile there was an obvious increase of NOS activity in asthmatic rat as well as in alveolar septum.
The NOS level of asthmatic rat was far more than that of control [asthmatic group (37. 44 ±0. 77) pmol/ mg ,control group
(8. 73 ±0. 79) pmol/ mg] . Airway inflammatory cell numbers of asthmatic rats were increased and mIL22R positive lym2
phocytes were significantly increased (asthmatic group 23. 8 ±7. 9 vs control group nil ) , but lower in the DMA group .
NO was the inflammatory effector molecule of asthmatic rat .
Key words : nitric oxide ; asthma ; rat
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高血压的发病相关。邱教授的工作对于从基因水平解释汉、藏、彝原发性高血压发病率明显不同开了一个好头。香港大学医











子通道基因突变与长 QT综合症、心脏神经重组与心源性猝死、ICD 的技术改进、射频消融技术的改进等。在心衰研究方面 ,活
跃的研究领域有心脏结构重组的发生机制、新的抗心衰药物的开发等。在高血压研究方面 ,主要集中在高血压相关基因的寻
找及其在高血压发病中的相对意义。从本次会议看国外今后重点发展的研究领域、前沿课题 ,以及新出现的学科领域与生长
点有 :用计算机辅助药物设计开发治疗心衰新药 ;中药现代化 ;护理理念的现代化 ;新的心脏介入技术的开发等。
大会安排了法国施维雅国际公司和拜尔医药保健有限公司的 2 个卫星会 ,分别由阜外医院王文教授和江西医学院附属医
院吴印生教授主讲“防止中风的新突破 —progress 研究”;“拜新同 INSIGHT实验新进展”。此外 ,永信药品工业 (昆山) 有限公
司、北京微信斯达科技发展有限责任公司、天津力生制药股份有限公司、成都仪器厂、上海埃德公司、南京美易科技公司和北
京普升达科技开发有限公司参加大会 ,并介绍了药物、仪器等产品。
台湾与香港的主要学者承诺他们将负责主办第四届 (2003 年)和第五届 (2005 年)海峡两岸心血管科学研讨会。
第三届海峡两岸心血管科学研讨会组委会 　供稿
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